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4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides were found to have high antiviral activity against hepatitis B virus 
(HBV). 4′-C-cyano-2′-deoxyinosine (CdI) is an inosine nucleoside analog, whereas 4′-C-cyano-2′-
deoxyguanosine (CdG) is a guanosine nucleoside analog. The IC50 values for HBV are 0.045 µM and 
0.0004 µM, respectively. In particular, CdG has high anti-HBV activity comparable to entecavir (ETV) 
in vitro and in vivo. In recent years, guanosine nucleoside analogs such as the 4′- modified with cyano 
group have been developed for HBV treatment. However, information on the pharmacokinetics of 
these 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides, which are indispensable for new drug development, is lacking. 
ADME of the drug revealed by pharmacokinetic study provides useful, necessary information for 
investigating the duration of drug efficacy, prediction of the onset of side effects, optimal formulation 
and appropriate administration schedule. Therefore, I investigated the pharmacokinetics of CdI and 
CdG in this study. The results obtained in this study are summarized as follows: 
 
1. Pharmacokinetics of 4′-C-cyano-2′-deoxyinosine (CdI) in healthy rats 
In order to quantify CdI in biological samples, I developed optimal liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC/MS) conditions and pretreatment methods. In the pretreatment method, CdI could 
be extracted from biological samples with a high recovery rate by the solid phase extraction (SPE) 
method using Oasis® MCX. Pharmacokinetic studies of CdI in healthy rats showed that CdI has 
relatively good blood retention and bioavailability. The absorbed CdI distributed more to the liver than 
the kidney and was unlikely to be metabolized by hepatic cytochrome P450 (CYP). CdI excreted in 
the urine unchanged over time. Co-administration of CdI and ETV affects their pharmacokinetics, and 
caution is required when CdI is administered in combination with structural analogs such as ETV. 
 
2. Pharmacokinetics of 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine (CdG) in healthy rats 
CdG could also be extracted from the biological sample by the SPE method using Oasis® MCX and 
quantified with the same LC/MS conditions as CdI. Pharmacokinetic analysis of CdG administered to 
healthy rats revealed that the bioavailability of CdG was comparable to other nucleoside analogs. CdG 
disappeared rapidly from the blood and distributed more to the liver than the kidney, but hardly 
metabolized by hepatic CYP. Furthermore, the absorbed CdG excreted in the urine unchanged. Since 
CdG and ETV's co-administration affects their pharmacokinetics, it is necessary to avoid concurrent 
administration of a drug having a similar structure with CdG. 
 
3. Pharmacokinetics of 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine (CdG) in liver disease model rats 
To investigate the effect of liver damage on the pharmacokinetic characteristics of CdG, we examined 
the pharmacokinetics of CdG in Concanavalin A (Con A)-induced liver injury model rats. The 
pharmacokinetic parameters after intravenous administration of CdG in Con A-induced viral liver 
injury (VLI) model rats were not significantly different from healthy rats. However, when CdG was 
orally administered, Cmax and AUC decreased significantly, and the amount distributed to organs also 
reduced compared to healthy rats. These decreases in pharmacokinetic parameters strongly suggest 
that inhibited absorption might have occurred in the gastrointestinal tract after the oral administration 
of CdG in the Con A-induced VLI model rat. The residual food in the stomachs of the Con A-induced 
VLI model rat was 13 times heavier than that of healthy rats, suggesting the possibility that residual 
food inhibits the absorption of CdG. The results obtained in this study indicate that liver damage has 
a negligible effect on the pharmacokinetics of CdG. 
 
4. Pharmacokinetics of 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine (CdG) in renal disease model rats 
To investigate the effect of renal dysfunction on the pharmacokinetics of CdG, we performed a 
pharmacokinetic analysis of CdG in CKD model rats. In CKD model rats, a decrease in blood 
clearance of CdG showed a significant correlation with an increase in plasma creatinine level. The 
blood concentration of CdG increased significantly, and the pharmacokinetic parameters also changed 
substantially after oral administration of CdG in CKD model rats. Renal dysfunction did not cause 
accumulation of CdG in the kidneys and liver. The cumulative excretion in urine 24 hours after CdG 
administration was not significantly different from that in healthy rats, and the blood CdG level was 
below the detection limit. Therefore, although the blood half-life of CdG was prolonged due to the 
decrease in renal function, the possibility of CdG accumulating in the body is low. 
 
In conclusion, this study was the first to clarify the pharmacokinetic properties of CdI and CdG, which 
are nucleoside analogs with the 4′-modified with cyano group, and 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides. 
The study showed that CdI and CdG have good oral bioavailability; our current results can be 
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NRTI  nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor 
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OCT  organic cation transporter 
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第 1章 緒論 
 




HBV に慢性的に感染している 5 歳未満の子供の数は激減した 2,3)．しかしながら，
HBV の感染力は極めて強く，世界には未だ約 3 憶人の HBV 持続感染者が存在す
ると推定され，年間約 100 万人もの人が HBV に起因した病気で死亡している 4)．
日本でも約 150 万人の HBV 持続感染者が存在すると推定されており，その 10～
15 %が B 型慢性肝炎を発症し，肝硬変や肝細胞癌へ進行し死亡リスクが高くなる
5–7)．従って HBV 感染症は，現在においても世界的に重要な健康問題の 1 つに位置
づけられている 8)． 









の登場により，IFN の血中滞留性が向上し，通院間隔が週 1 回となったことに加
え，発熱・関節痛などのインフルエンザ様症状や倦怠感・食欲低下などの副作用は
従来の IFN 製剤より軽度になった．  
一方，核酸アナログはラミブジン（lamivudine; LAM），アデホビル（adefovir; ADV），
エンテカビル（entecavir; ETV），テノホビル・ジソプロキシルフマル酸塩（tenofovir 
disoproxil fumarate; TDF）及びテノホビル・アラフェナミド（tenofovir alafenamide; 
TAF）の 5 種類の薬剤が承認されている（Table 1） 10)．核酸アナログは HBV 増殖
過程における逆転写酵素を特異的に阻害することで HBV複製過程を直接抑制する








Table 1. Hepatitis B therapeutic drug (nucleoside analog) in Japan  
製品名 
（一般名） 発売年
 作用機序・製剤特性  
ゼフィックス  
（LAM）  2000 年  
活性体；ラミブジン 5′-三リン酸  




（ADV）  2004 年  
活性体；アデホビル二リン酸 




（ETV） 2006 年  
活性体；エンテカビル三リン酸  
HBV DNAポリメラーゼによるプライミング阻害，逆転写
阻害及び HBV DNA合成阻害作用．  
空腹時投与．  
テノゼット 















LAM は，投与開始後 6～9 か月で LAM 耐性ウイルスが出現し始め，6 年後には耐
性ウイルスの出現率は 70 %にもなる 12,13)．そこで LAM 耐性株にも有効性を示す
ADV が開発されたが，ADV 耐性ウイルスの出現率は 5 年目で 29 %であった 14)．
また， ADV は重要な副作用である腎機能障害と低リン血症の発症が治療継続の
妨げとなった 15)．これらの問題を受け，より強力な高い抗ウイルス活性を有し，
LAM 耐性株にも有効性を示す ETV が開発された 16,17)．ETV は大きな副作用は報
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告されておらず，耐性ウイルスの出現率は 5 年で 1.2 %であった 18,19)．ETV に続
き，従来の核酸アナログに抵抗性及び無効の症例に対しても有効性を示すテノホ
ビル（TFV）のプロドラッグである TDFと TAFが承認された．現時点において TDF
と TAF の耐性ウイルスは確認されていない 20,21)．従って，現在の核酸アナログを
使用する場合の第一選択薬は，薬剤耐性出現のリスクが少ない ETV，TDF及び TAF
となっている 10)．しかしながら，これらの核酸アナログでは，(i) HBV の増殖を抑






 近年，4′位を修飾した核酸アナログが HBV （ヘパドナウイルス）やヒト免疫不
全ウイルス（Human Immunodeficiency Virus; HIV）（レトロウイルス）に高い抗ウイ
ルス活性を有することが報告され 22)，HBV や HIV 感染症の治療薬として開発が盛
んに進められている．実際に 4′位にエチニル基を有する 4′-C-ethynyl-2-fluoro-2′-
deoxyadenosine（EFdA）は抗 HIV 薬として現在臨床試験中である 23)．また，4′位を
シアノ基で修飾した複数の 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides（Fig. 1）は in vitro にお
いて HBV に対して高い抗ウイルス活性を有することが明らかとなった 24,25)．さら
に，これらの 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides は in vivoにおいてもヒト肝キメラマウ
スを用いた薬理試験において，十分に HBV DNA量を減少させるだけでなく，ETV
耐性変異株に対しても高い有効性を示すことが報告されている 25)．このように 4′-
C-cyano-2′-deoxynucleosides は in vitro 及び in vivo において HBV に対して高い抗ウ
イルス活性を示し，新規 HBV 治療薬として期待されることより，さらなる構造
適化を検討して新規 HBV 治療薬となりうる薬物の開発研究がなされている 26,27)． 
 
 







重要である．例えば，HBV に高い抗ウイルス活性を有する TFV は，薬物動態試験
によりバイオアベイラビリティが低く経口投与製剤には適していないことが明ら
かとなり 28–30)，バイオアベイラビリティを改善した TDF が TFV のプロドラッグ











Anti-HBV activity (IC50=0.045 µM)    Anti-HBV activity (IC50=0.0004 µM) 
Fig. 2. Chemical structure of 4′-C-cyano-2′-deoxyinosine (CdI: left) and 4′-C-cyano-2′-
deoxyguanosine (CdG: right) 
 
 このような背景の下，本研究では 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides の中から HBV
に対して抗ウイルス活性を有する CdIと CdG についての体内動態解析を液体クロ
マトグラフ質量分析計（liquid chromatograph-mass spectrometry; LC/MS）を活用し
て行った．第 2 章において CdI，第 3 章において CdG の体内動態特性を健常ラッ
トを用いて検討した．第 4章では実際の HBV 感染時を想定してウイルス性肝障害
 5 
（Viral Liver Injury; VLI）モデルラットにおける CdGの体内動態解析を行い，健常
時との体内動態特性の比較検討した．第 5 章では核酸アナログにおいて用量調整
が必要とされる腎機能低下時の CdG の体内動態特性を明らかにした．以下に得ら
れた知見を詳述する．   
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第 2章 4′-C-cyano-2′-deoxyinosine（CdI）の健常ラットにおける体内動態解析  
 
第 1節 序 
 
 CdI は 4′位をシアノ基で修飾したイノシンベースの NRTI であり，HepG2 2.2.15 
cells を用いた抗 HBV 活性評価では IC50値が 0.045 µMを示した． 






 そこで本章では，まず生体サンプル中の CdI 濃度を定量するために，LC/MS を
用いた測定法を確立した．次に静脈内及び経口投与後の CdI の動態特性について
ラットを用いて検討するとともに，CdI のタンパク結合特性とチトクローム P450
（CYP）による代謝性について in vitro 試験によって評価した．加えて，耐性ウイ
ルスへの対策として臨床では薬剤の切り替えや他の薬剤との併用投与が行われる
ため 34)，B 型慢性肝炎治療薬の ETV と CdI の併用投与時の血中動態も検討した． 
 
第 2節 結果 
 
2-1. LC/MSによる CdIの測定法の確立 
 
 LC/MS を用いて CdI の定量を行うために，水溶液中での検出条件の設定を行っ





法によってタンパクを除き，CdI をターゲットに LC/MS で測定したところ，ピー
クのブロード化（Fig. 3B）やピークの消失（Fig. 3C）が起こった．従って，有機溶
媒による除タンパク法は CdIの前処理法として不適であった．  
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 そこで，生体サンプルの前処理法として固相抽出（Solid Phase Extraction; SPE）
法を検討した．SPE カラムは塩基性化合物の抽出に 適な Oasis® MCX を用いて，
CdI の抽出条件を検討した結果， Fig. 4 で示す SPE のプロトコールを用いること
で，血漿中サンプルからの内因性の干渉ピークもなく CdIを単離することができ，
血漿からの CdI の抽出に成功した（Fig. 5）．さらに血漿からの CdI の SPE 回収率
は 92.4 ± 10.9 %であった．  
 
 
Fig. 3. LC/MS chromatograms of (A) CdI spiked with water, (B) after a methanol 
treatment of CdI spiked with plasma, and (C) after an acetonitrile treatment of CdI 
spiked with plasma.  
 
 




Fig. 5. LC/MS chromatograms of (A) blank plasma and (B) CdI spiked with plasma after 
SPE treatment. 
 
 確立した SPE及び LC/MS条件を CdIの in vivo体内動態実験に適用するために，
日内及び日間変動のバリデーションを行った．それぞれの標準濃度（x）に対して
CdI（y）のピーク強度をプロットすることにより作成した検量線（6 濃度）は，
15.625-500 ng/mLの濃度範囲で良好な直線性を示し（r2=0.99），定量下限は 15.625 
ng/mL だった．日内及び日間の精度と真度を Table 2 に示す．日内変動の精度は 1.4-
2.4 %，真度は 87.7-91.6 %であった．また，日間変動の精度と真度は，それぞれ 6.5-
11.7 %，93.4-105.8 %であり，これらのバリデーションの結果は，SPE法を用いて
確立した LC/MSの測定法の妥当性を示した 35)． 
 








RSD (%) Accuracy (%) 
Intraday 20 17.6  0.4 2.4 87.9 
 200 183.2  4.1 2.2 91.6 
 400 350.7  4.8 1.4 87.7 
Interday 20 19.6  1.4 7.2 98.2 
 200 211.7  24.7 11.7 105.8 
 400 373.4  24.4 6.5 93.4 




2-2. 血漿中濃度推移  
 
 CdIを 1 mg/kgの用量でラットに静脈内または経口投与した後の血漿中 CdI濃度
を LC/MSを用いて測定した．CdI投与後 9時間までの血漿中濃度推移を Fig. 6に，
得られた血漿中濃度よりノンコンパートメントモデルを用いて算出した動態学的
パラメーターを Table 3 に示す．CdI の半減期（t1/2）は静脈内投与時に約 3 時間，
経口投与時に約 3.6時間であり，経口投与後の 高血中濃度到達時間（ tmax）は 1.3




Fig. 6. Time course for the plasma concentration of CdI after (A) intravenous injection 
and (B) oral administration at a dose of 1 mg/kg in rats.  
Each value represents the mean ± SD. (n=4) 
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Table 3. Pharmacokinetic parameters of CdI after intravenous and oral administration 
of a dose of 1 mg/kg in rats. 
 intravenous oral 
t1/2 (hr) 3.01 ± 1.48 3.59  1.20 
MRT (hr) 3.58 ± 1.86 5.47 ± 1.52 
AUC (hr・ng/mL) 475.4 ± 82.2 307.5  49.7 
CL (L/hr/kg) 2.08 ± 0.34 - 
CL/F (L/hr/kg) - 3.32  1.52 
tmax (hr) - 1.29  0.34 
t1/2: half-life, MRT: mean residence time, AUC: area under the concentration-time curve, CL: 
clearance, F: bioavailability, tmax: time to reach peak plasma concentration. Each value 





分布を評価した．その結果，投与後 9 時間において CdI は腎臓よりも肝臓に多く
分布していた（Fig. 7）．  
 
 
Fig. 7. The tissue distribution to (A) liver and (B) kidney of CdI at 9 hr after intravenous 
injection (i.v.) and oral administration (p.o.) at a dose of 1 mg/kg in  rats.  









ところ 63.7 ± 0.04 %であった．また，薬物のタンパク結合に関連する主要な血漿
タンパク質であるアルブミンと AGPに対する CdIのタンパク結合率を検討した結
果，ヒト血清アルブミン（Human serum albumin; HSA）が 14.7 ± 0.03 %，AGPが
22.1 ± 0.01 %であった（Fig. 8）． 
 
 
Fig. 8. The binding rate of CdI to human plasma, HSA and AGP. 




 CdI が多くの薬物の代謝に関わっている CYP の基質であるか否かを調べるため
に，in vitro においてラット及びヒト肝ミクロソームを用いて代謝アッセイ試験を
NADPH regenerating system を用いて行った．その結果，肝ミクロソーム中でイン
キュベートした CdIの残存率はラット肝ミクロソーム中で 73.7 ± 10.7 %，ヒト肝




Fig. 9. The residual rate of CdI after incubation of CdI in microsomes with NADPH 
system. 




 次に，尿中の CdI濃度を測定した．尿中においても CdI（m/z 278.1）の単一のピ
ークが検出され，CdI は未変化体として尿中に排泄されることが明らかとなった
（Fig. 10）．尿中に排泄された CdIの未変化体量は，経口投与後 9時間において投
与量の約 20 %であった．これは CdIのバイオアベイラビリティ（約 65 %）を考慮
すると，吸収された約 30 %が尿中に排泄された．  
 
 
Fig. 10. (A) LC/MS chromatograms of CdI in urine. (B) Accumulative amount of CdI 
excretion in urine until 9 hr after intravenous injection (i.v.) and oral administration 
(p.o.) at a dose of 1 mg/kg in rats.  
Each value represents the mean ± SD (n=4). 
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2-7. CdIと ETVの併用投与時の体内動態  
 
CdI と ETV の併用投与が ETV 及び CdI の動態特性に及ぼす影響を評価した．
ETV と同時に投与した際の CdI の 高血中濃度（Cmax）及び血中濃度－時間曲線
下面積（AUC）は，CdI 単独投与時と比較して大幅に増加した．t1/2及び tmaxは ETV
との併用投与によってほとんど変化しなかった（Fig. 11A, Table 4）．Fig. 11Bに ETV
（1 mg/kg）単独経口投与後及び CdI（1 mg/kg）を同時経口投与した際の ETV（1 
mg/kg）の血漿中濃度推移曲線を示す．CdIを併用投与すると，ETV 単独投与時と
比較して ETV の t1/2及び AUC が有意に増加した（Table 4）．さらに CdI と併用投





Fig. 11. (A) Time course for the plasma concentration of CdI after the oral administration 
of CdI alone (closed circle) and combination with ETV (open circle) at doses of 1 mg/kg 
in rats. (B) Time course for the plasma concentration of ETV after the oral administration 
of ETV alone (closed circle) and combination with CdI (open circle) at doses of 1 mg/kg 
in rats. 
Each value represents the mean ± SD. (n=4) 
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Table 4. Pharmacokinetic parameters of CdI and ETV after the oral co-administration of 
CdI and ETV at a dose of 1 mg/kg in rats. 
 CdI   ETV  
 ETV (-) ETV (+)  CdI (-) CdI (+) 
t1/2 (hr) 3.59 ± 1.20 4.07 ± 2.20 
 0.72  0.05 1.98  0.51** 
MRT (hr) 5.47 ± 1.52 6.14 ± 2.61  1.35  0.03 3.24  0.68** 
AUC (hr・ng/mL) 307.5 ± 49.7 972 ± 185**  261 16.2 492  31.5** 
CL/F (L/hr/kg) 3.32 ± 1.52 1.06 ± 0.20**  3.85  0.25 2.04  0.13** 
tmax (hr) 1.29 ± 0.34 1.07 ± 0.40  0.75 1.25  0.43* 
Cmax (ng/mL) 48.8 ± 11.8 165 ± 46.6** 
 147  5.82 135  27.4 
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. oral administration of CdI or ETV alone, respectively.  Each value 
represents the mean ± SD (n=4).   
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第 3節 考察 
 





はガスクロマトグラフィー（Gas Chromatography; GC）， 高速液体クロマトグラフ
ィー（High Performance Liquid Chromatography; HPLC），GC/MS，LC/MSや LC/MS/MS
などが薬物の定量に頻繁に用いられており，核酸アナログも例外ではない 37)．そ
こで，本研究では安全かつ簡便に体内動態実験を行うことを念頭に，本実験に用い










で，イノシンベースの NRTIである ddIの LC/MS 分析の前処理に SPE 法を用いて
いたことから 38)，前処理法として Oasis® MCX を用いた SPE 法の検討を行った．
Oasis® MCX は陽イオン交換－逆相ミックスモード充填剤で，塩基性化合物の抽出
に適しているカラムである．Oasis® MCX を用いた SPE 法により CdI は血漿から
92.4±10.9 %の割合で回収され，生体内成分の干渉もなく単一の CdI のピークを得
ることができた（Fig. 5）．また，血漿サンプルにおけるこの定量法の日内及び日間
変動は，生物分析法のガイドライン 35)基準である精度 15 %以内，真度 85～115 %
を満たしており（Table 2），本研究で確立した LC/MS 測定条件および前処理法は








いる 40)．従って，CdI も ddI や ETV のように十二指腸で速やかに吸収されたため
早い tmax を示したと推測される．CdI のバイオアベイラビリティは約 65 %と ddI




ける CdIのタンパク結合率は 63.7 ± 0.04 %と低値を示し，タンパク結合は CdIの
体内動態に影響を与えないと考えられる．また，多くの薬物はアルブミンや AGP





謝反応に関与している．そこで，CdIが肝 CYPによって代謝されるかを in vitro に
おいて検討した．ラット及びヒト肝ミクロソームを用いて行った代謝実験の結果，
約 75 %が残存していたため CdIの代謝に CYPの関与は少ないことが示された（Fig. 
9）．この結果は，他の核酸アナログが CYPの基質ではないことと合致した 43)．さ
らに，イノシンはげっ歯類ではアラントインに，ヒトでは尿酸に代謝されることが






結果，経口投与後 9時間までに投与量の約 20 %が尿中に未変化体として排泄され
た（Fig. 10）．これに CdIのバイオアベイラビリティ（約 65 %）を加味すると，吸
収された CdIの約 30 %が尿中に未変化体として排泄されたことになる．また，経










与する治療を行う 34)．実際に，プリン構造を有する TFV と ddIを同時に投与する
と ddI の動態変化を引き起こすことが以前の研究で報告されている 48,49)．これは
類似したプリン構造を有した CdIと ETVの併用投与が互いの体内動態特性に影響






CdI と ETV の構造が類似していることで同様の体内動態をとることに起因する可
能性は高いと考えられる．先述のように，CdI と ETV はいずれも上部小腸で吸収







るため，注意が必要である．また，in vivo及び in vitro 実験において得られた結果
より代謝及び排泄経路は類似構造を有する既存の薬物と同様であると考えられる．     
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第 4節 小括 
 
 本章では，LC/MS による CdI の定量法を確立し，in vivo 及び in vitro において
CdIの体内動態特性を検討した．  
 以下に得られた知見を要約する．  
 
1. LC/MSを用いた CdIの測定条件を確立した．また，Oasis® MCX を用いた SPE














5. CdI と ETV の併用投与ではそれぞれの動態特性に影響を及ぼすことが明らか
となった． 
 
以上の結果より，CdI は経口 HBV 治療薬に適した体内動態特性を有しているこ





第 3 章 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine（CdG）の健常ラットにおける体内動態解
析 
 
第 1節 序 
 
  CdG は 4′位をシアノ基で修飾したグアノシンベースの NRTI であり，HepG2 
2.2.15 cells を用いた実験では HBV に対する IC50値が 0.0004 µM であり，これは
ETV（IC50= 0.0007 µM）に匹敵する抗 HBV 活性を有する．さらに，CdGは野生型
HBV に対してだけでなく，ADV耐性 HBV 変異体（HBVA181T/N236T）及び ETV耐性
HBV 変異体（HBVL180M/S202G/M204V）に対しても用量依存的に複製をブロックし，優




薬理活性が報告された 26,52)．CMCdG及び E-CFCPも 4′位をシアノ基で修飾したグ
アノシン核酸アナログであることから，CdG の体内動態特性を解明することが，
今後の新規 HBV の開発への指針につながることは明白である． 
 第 2 章では，4′位をシアノ基で修飾したイノシンベースの核酸アナログについて
検討を行ったが，本章では ETVと同様のグアノシンベースの薬物である CdG につ
いて体内動態特性の検討を行った．具体的には，CdGを LC/MSで測定するための
生体サンプルの前処理法を検討し，健常ラットにおける CdG の静脈内及び経口投
与時の体内動態解析を行った．タンパク結合特性などは in vitro において実験を行
った．また，CdGと ETVとの併用投与時のそれぞれの血中動態への影響を調べた．  
 
第 2節 結果 
 
2-1. CdG の測定法の確立 
 
 Oasis® MCX を用いた SPE 法により CdG をスパイクした血漿を前処理した後，
CdIと同様の LC/MS条件を用いて CdGの検出を試みた．その結果，内因性の干渉
ピークは観察されず，CdGをスパイクした水のクロマトグラムと同じく CdG（m/z 
293.1）の鋭いピークが約 2分に検出された（Fig. 12）．また， CdG の SPE回収率
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は 102.7 ± 8.6 %であった． 
 
 
Fig. 12. LC/MS chromatograms of (A) blank plasma and (B) CdG spiked with plasma 





15.625 ng/mLだった．日内及び日間変動の精度と真度を Table 5に示す．日内変動
の精度は 1.5-4.1 %，真度は 101.2-103.5 %であった．また，日間変動の精度と真度
は，それぞれ 1.6-7.6 %，101.3-103.6 %であった．  
 








RSD (%) Accuracy (%) 
Intraday 20 20.4  0.8 4.0 102.1 
 200 206.9  8.5 4.1 103.5 
 800 809.7  12.4 1.5 101.2 
Interday 20 20.7  1.6 7.6 103.6 
 200 202.6  6.6 3.3 101.3 
 800 812.1  13.2 1.6 101.5 
Each value represents the mean ± S.D. (n=3-5) 
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2-2. 血漿中濃度推移  
 
 CdGを 1 mg/kgの用量でラットに静脈内または経口投与した後の CdGの血漿中
濃度推移曲線を Fig. 13 に示す．静脈内投与後に CdGは急速に血中から消失し，投
与後 9 時間以内に検出限界以下となった．また，ノンコンパートメントモデルを
用いて体内動態パラメーター算出したところ t1/2は 0.5時間であった（Table 6）．さ
らに経口投与後に CdG は速やかに吸収され，tmaxは 0.75 時間であり，バイオアベ
イラビリティは約 70 %と算出された． 
 
 
Fig. 13. Time course for the plasma concentration of CdG after (A) intravenous injection 
and (B) oral administration at a dose of 1 mg/kg in rats.  
Each value represents the mean ± SD. (n=4) 
 
Table 6. Pharmacokinetic parameters of CdG after intravenous and oral administration 
of a dose of 1 mg/kg in rats. 
 intravenous oral 
t1/2 (hr) 0.45  0.09 0.73  0.12 
MRT (hr) 0.49  0.06 1.38  0.12 
AUC (hr・ng/mL) 122.8  28.1 90.1  5.75 
CL (L/hr/kg) 8.48  2.21 - 
CL/F (L/hr/kg) - 11.1  0.76 
tmax (hr) - 0.75 




 肝臓及び腎臓における CdGの分布を静脈内・経口投与後 9時間で評価した．Fig. 




Fig. 14. The tissue distribution to (A) liver and (B) kidney of CdG at 9 hr after intravenous 
injection (i.v.) and oral administration (p.o.) at a dose of 1 mg/kg in rats.  




CdGのタンパク結合率は，ヒト血漿において 60.7 ± 0.04 %，HSAが 11.6 ± 0.01 %，






Fig. 15. The binding rate of CdG to human plasma, HSA and AGP. 




 NADPH regenerating systemを用いて肝ミクロソーム中で CdGをインキュベート
し，in vitro における代謝アッセイ試験を行った結果，CdGの残存率はラット肝ミ




Fig. 16. The residual rate of CdG after incubation of CdG in microsomes with NADPH 
system. 





 CdGの尿中排泄性について検討するために尿中の CdG濃度を測定した．Fig. 17
に示す LC/MS のクロマトグラムより CdG が未変化体で尿中に排泄されることが
示された．投与後 9 時間までに尿中に排泄された CdG の未変化体は，静脈投与時
が投与量の約 45 %，経口投与時が約 20 %であった． 
 
 
Fig. 17. (A) LC/MS chromatograms of CdG in urine. (B) Accumulative amount of CdG 
excretion in urine until 9 hr after intravenous injection (i.v.) and oral administration 
(p.o.) at a dose of 1 mg/kg in rats.  
Each value represents the mean ± SD (n=4). 
 
2-7. CdG と ETVの併用投与時の体内動態  
 
 第 2章において CdIと ETV の併用投与はそれぞれの動態特性に影響を及ぼした
ように，複数の核酸アナログの併用投与は体内動態特性を互いに干渉する可能性
が否定できない．特に ETV と CdGはともにグアノシンベースの薬物であることか
ら相互作用が懸念されるため，ETVと CdG を同時に投与した際のそれぞれの体内
動態解析を行った．Fig. 18Aに CdG（1 mg/kg）単独経口投与後及び ETV（1 mg/kg）
を経口併用投与した際の CdGの血漿中濃度推移曲線を示す．血漿中の CdG濃度は
ETV 併用投与時においてわずかに増加し，Cmaxは約 1.1倍に増加し，AUCは約 1.6
倍に増加した．しかしながら，CdGの tmaxは ETV と併用投与した場合も，CdG単
独投与時と同様に 0.75 時間であり，CdG は ETV との併用投与後においても速や
かに吸収された．一方，CdGと併用投与した際の ETVの血漿中濃度は，ETV単独
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経口投与時と比較して顕著に減少し，ETV の Cmaxと AUC は ETV 単独時と比較し




Fig. 18. (A) Time course for the plasma concentration of CdG after the oral 
administration of CdG alone (closed circle) and combination with ETV (open circle) at 
doses of 1 mg/kg in rats. (B) Time course for the plasma concentration of ETV after the 
oral administration of ETV alone (closed circle) and combination with CdG (open circle) 
at doses of 1 mg/kg in rats. 
Each value represents the mean ± SD. (n=4) 
 
Table 7. Pharmacokinetic parameters of CdG and ETV after the oral co-administration 
of CdG and ETV at a dose of 1 mg/kg in rats. 
 CdG  ETV 
 ETV (-) ETV (+)  CdG (-) CdG (+) 
t1/2 (hr) 0.73  0.12 1.18  0.33* 
 0.72  0.05 1.19  0.43 
MRT (hr) 1.38  0.12 1.91  0.34*  1.35  0.03 1.97  0.56 
AUC (hr・ng/mL) 90.1  5.75 143  47.7*  261 16.2 140  21.7** 
CL/F (L/hr/kg) 11.1  0.76 7.70  2.73*  3.85  0.25 7.25  1.06** 
tmax (hr) 0.75 0.75  0.75 0.75 
Cmax (ng/mL) 53.8  8.63 60.1  16.1  147  5.82 62.6  11.9** 
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. oral administration of CdG or ETV alone, respectively. Each value 
represents the mean ± SD (n=4).   
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本章では，Oasis® MCX を用いた SPE 法と LC/MS を組み合わせた CdG の非 RI
測定法を確立し，健常ラットに CdGを静脈内または経口投与した後の吸収，分布，
代謝，排泄，のいわゆる ADMEに関する基本的事項を検討した．CdGは経口投与
後速やかに吸収され，tmaxは 0.75 時間であり，ETV と同等の値だった．ETV の腸
管透過性は小腸部位に依存し，空腸及び回腸よりも十二指腸でより吸収されるこ
とが報告されており 40)，ETV と類似の構造をもつ CdG も ETV と同様に上部小腸
で経口投与後，速やかに吸収されると考えられる．経口投与した際の CdG のバイ
オアベイラビリティは，約 70 %と他の製剤（ETV：約 78 %，ADV：約 50 %）と同
程度の良好な吸収性を示した 40,53)．これらの結果は CdG が経口投与製剤として開
発できる可能性を示している．また，CdGは肝臓に十分量分布しており，HBV 治
療の観点からすると望ましい性質を有していた．実際に，CdG を野生型および ETV




ETV は CYP の基質ではないことが知られており，in vivoにおいて酸化及びアセ
チル化体の代謝物は観察されず，経口投与された ETVの大部分が尿中に未変化体
として排泄される（ラット：約 65 %（投与から 168時間後までの累積値））54)．予
想通り，ラット及びヒトの肝ミクロソームにおける代謝実験より ETV と同様にグ
アノシンの類似体である CdG は CYPによって代謝されないことが示された（Fig. 
16）．また，尿中には経口投与 9時間後において，CdG の未変化体が累積量で投与










次に，CdG と ETV の併用投与によるそれぞれの体内動態へ及ぼす影響について
検討した結果，互いの薬物の体内動態に影響を及ぼすことが明らかとなった（Fig. 
18）．この要因として，CdG と ETV は同様にグアノシン核酸アナログであるため
構造の類似性から CdG と ETV は上部小腸で吸収される際に腸の膜輸送における
競合が考えられる 40)．実際に，CdG と ETV を併用投与した際の ETV の Cmaxが，
ETV を単独で投与した場合と比較して大幅に減少したことは（Fig. 16），CdG が
ETV の腸の膜輸送を競合的に阻害したことに起因すると推察された．また，他の
要因として腎臓における排泄経路の競合があげられる．ETV と併用投与した際の
CdG の t1/2 が，CdG を単独で投与した場合と比較して延長したことは排泄の阻害
が原因である可能性がある．ETV の腎尿細管分泌や再吸収には，organic anion 
transporter（OAT）1/3，organic cation transporter（OCT）2及び multidrug and toxin 
efflux extrusion protein（MATE）などの複数のトランスポーターが関与していると
いうことが報告されている 50,51)．従って，CdGと ETVの構造が類似しているとい




と ETVの併用投与は互いの体内動態に影響を与えるため注意しなければならない．  
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 本章では，生体サンプル中の CdG を LC/MS で測定するための前処理法を確立
し，in vivo及び in vitro において CdG の体内動態解析を行った．  
 以下に得られた知見を要約する．  
 
1. Oasis® MCX を用いた SPE 法により生体サンプルから CdG を高回収率で抽出
することが可能であり，CdIと同じ LC/MS条件によって CdGを感度良く（定
量下限; 15.625 ng/mL）測定することができた． 
 
2. 健常ラットの体内動態解析の結果，CdG は血中から速やかに排泄された．ま
た，経口投与後の CdG は速やかに吸収されバイオアベイラビリティは約 70 %
と他の経口グアノシン核酸アナログ製剤（ETV など）と同等であった．  
 
3. CdGは血中より速やかに消失するものの，肝臓への分布性は良好であった．ま
た，CdGのタンパク結合性は低く，肝 CYPによる代謝は受けなかった．  
 
4. CdGの一部は尿中に未変化体として排泄された．  
 












第 4 章 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine（CdG）の肝疾患モデルラットにおける体
内動態解析 
 
第 1節 序 
 






従って，肝疾患時の CdG の動態特性を明らかにすることは新規 HBV 治療薬を開
発するにあたって有用な基盤情報となると考えられる．   
 本章では VLIモデルラットにおける CdG の体内動態解析を行った．VLIモデル
ラットには，ウイルス性及び自己免疫性肝障害モデルとして病態解析や創薬開発
で汎用されてきた Concanavalin A（Con A）誘発肝障害モデルを用いた 55,56)． 
  
第 2節 結果 
 
2-1. Con A誘発 VLIモデルラットの作製  
 
 Con A（20 mg/kg）を静脈内投与後の肝障害の進行度を経時的に評価した．その
結果，血漿中の AST 及び ALT レベルは Con A 投与後 3時間から顕著に増加し，投
与後 12 時間でプラトーに達し，肝障害は Con A 投与後 24 時間まで持続していた
（Fig. 19）．また，病理組織学的分析からも肝細胞が損傷を受けていることが確認




Fig. 19. Time course for the levels of (A) AST and (B) ALT in plasma after the intravenous 
administration of Con A (20 mg/kg) to rats.  
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. 0 hr. Each value represents the mean ± SD (n=4).  
 
2-2. 血漿中濃度推移  
 
 Con A誘発 VLIモデルラットに CdG（1 mg/kg）を静脈内投与後の CdGの血漿中
濃度をプロットした（Fig. 20A）．その結果，CdG は血中から速やかに消失し，投
与後 3 時間で検出限界以下に達した．また，血漿中濃度推移より求めた Con A 誘
発 VLIモデルラットの CdGの体内動態パラメーターは，健常ラットの結果と比較
して有意な差はなかった．次に，Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdG の経
口投与後の体内動態解析を行った．Fig. 20B と Table 8に CdGの血漿中濃度推移と
体内動態パラメーターをそれぞれ示す．Con A 誘発 VLI モデルラットに経口投与
した CdG の tmaxは 0.75 時間であり，健常ラットに同量を経口投与した時と同じで
あった．また，静脈内投与の場合と同様に，体内に吸収された後は血液循環から急
速に消失した．しかしながら，Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdG の Cmax




Fig. 20. Time course for the plasma concentration of CdG after (A) intravenous injection 
and (B) oral administration at a dose of 1 mg/kg in Con A-Induced VLI model rats. 
Dotted line represents the plasma concentration profiles of CdG (1 mg/kg) in normal rats. 
Each value represents the mean ± SD (n=4). 
 
Table 8. Pharmacokinetic parameters of CdG after intravenous and oral administration 
at a dose of 1 mg/kg in normal and Con A-induced VLI model rats. 
 intravenous  oral 
 Normal VLI  Normal VLI 
t1/2 (hr) 0.45  0.09 0.44  0.04 
 0.73  0.12 0.80  0.04 
MRT (hr) 0.49  0.06 0.55  0.02  1.38  0.12 1.37  0.10  
AUC (hr・ng/mL) 122.8  28.1 114.2  8.3  90.1  5.75 32.2  1.6** 
CL (L/hr/kg) 8.48  2.21 8.80  0.61  - - 
CL/F (L/hr/kg) - -  11.1  0.76 31.1  0.1** 
tmax (hr) - - 
 0.75 0.58  0.12 
Cmax (ng/mL) - - 
 53.8  8.63 19.8  1.7** 





 Con A 誘発 VLIモデルラットに CdG を経口投与後の Cmaxや AUC の減少は，消
化管における吸収の阻害が起こった可能性がある．CdG を経口投与する際には投
与前の 12時間は絶食としているが，Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdGの
体内動態後のラットの解剖所見では胃の膨張が観察された．従って，消化管内の食
物が Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdGの吸収に影響を与えた可能性があ
るため，健常及び Con A誘発 VLIモデルラットの 12時間絶食後の胃の食物含有量
を調べた．その結果，Con A 誘発 VLI モデルラットの胃の残留食物は，健常ラッ




Fig. 21. The weight of food contents in stomach at 12 hr after the intravenous 
administration of saline or Con A (20 mg/kg) with 12 hr fasting. 





 Con A誘発 VLIモデルラットに CdGを経口投与した 3 時間後の肝臓及び腎臓中
の CdG 濃度を測定した．その結果，CdG は腎臓より肝臓に多く分布していたが，




Fig. 22. The tissue distribution to (A) liver and (B) kidney of CdG at 3 hr after oral 
administration at a dose of 1 mg/kg in normal rats and Con A-Induced VLI model rats.  




第 3節 考察 
 
 HBV 感染時に肝臓の病変により CdG の体内動態特性に影響を与えることが懸
念される．肝炎ウイルスは急性肝障害の発生因子として も多いが，肝炎ウイルス
自身に直接的な肝細胞障害性はないことが明らかにされており，肝臓の炎症は主
に免疫介在性であると考えられている 57)．そのため，本研究で使用した Con A 誘
発肝障害モデルは，ウイルス性及び自己免疫性肝障害モデルとして病態解析や創
薬開発で汎用されており 55,56)，実際の HBV 感染時における CdG の体内動態解析
を行う上で妥当なモデルと考え選択した．体内動態試験を行う前に，Con A投与後
の AST 及び ALT を経時的に評価することで，Con A誘発 VLIモデルラットを体内
動態解析に用いるのに も適した時間を検討した．その結果，AST 及び ALT は Con 
A投与後 12時間でプラトーに達し 24 時間まで持続した（Fig. 19）．健常ラットの
検討より CdG の血中滞留性は数時間であると予想されたことから，Con A投与 12
時間後のラットを用いることで肝機能障害が一定の状態で CdG の体内動態解析を
行えると考え，投与タイミングを Con A投与後 12時間に設定した． 
Con A誘発 VLIモデルラットに CdG を静脈内投与し体内動態を評価した結果，
血中から速やかに消失し投与 3 時間後には CdG は検出限界以下となった（Fig. 
20A）．また体内動態パラメーターは健常ラットの場合と比較して有意な差はなか
った．第 3 章において，CdG はラット及びヒト肝ミクロソームを用いた代謝実験
において 97 %以上が残存すること（Fig. 16），吸収されたほとんどが尿中に排泄さ
れること（Fig. 17）が明らかとなっており，これらの全ての事実を考え合わせると，
肝細胞障害が CdGの代謝や排泄に与える影響は無視できると考えられる．  
次に，経口投与後の Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdGの体内動態特性
を評価した．Con A誘発 VLIモデルラットにおける t1/2及び tmaxは健常時と比較し
て大きな差はなかったものの，Cmax及び AUC は大幅に減少した（Table 8）．同じ
グアノシン核酸アナログである ETV の添付文書によると食事の摂取により ETV
の吸収が著しく減少したという事実から，食後少なくとも 2 時間または次の食事




によって吸収が異なる場合がある 61)．これらの事実より，消化管内の食物は Con 
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A誘発 VLIモデルラットにおける CdGの吸収に影響を与えた可能性がある．実際
に，Con A投与直後から 12時間絶食させた Con A誘発 VLIモデルラットと，12時





 Con A 誘発 VLI モデルラットに CdG を経口投与後の肝臓及び腎臓中の CdG 濃
度を測定した結果，健常時と同様に腎臓より肝臓に多く CdG が分布した．しかし
ながら，健常ラットと比較して Con A誘発 VLIモデルラットにおける両臓器への
CdGの分布量は有意に減少した（Fig. 22）．これは Cmaxや AUCの減少から推定さ
れるように CdGの吸収が減少したことに起因すると考えられる．  








第 4節 小括 
 
 本章では，肝臓の病変が CdG の体内動態に及ぼす影響を調べるため，VLI モデ
ルとして Con A 誘発肝障害モデルラットを用いて  CdGの体内動態解析を行った． 
 以下に得られた知見を要約する．  
 
1. Con A 誘発 VLIモデルラットにおける CdG の静脈内投与後の体内動態パラメ
ーターは健常時と比較して大きな差はなかった．一方，経口投与時の体内動態
パラメーターは健常時と比較すると Cmax及び AUCが著しく減少した． 
 




3. CdG の経口投与 3 時間後の臓器分布は，Con A 誘発 VLI モデルラットにおい
ても健常時と同様に肝臓に多く分布した．しかしながら，肝臓及び腎臓ともに
健常時と比較して CdG の分布量は減少した．  
 
 以上の結果より，Con A誘発 VLIモデルラットにおいて CdGの経口投与後の体





第 5章 4′-C-cyano-2′-deoxyguanosine（CdG）の腎疾患時における体内動態解析  
 
第 1節 序 
 
 ADV，ETV や TDFなどの既存の核酸アナログ製剤は腎排泄型であるため，腎機
能の低下とともに投与間隔を延長させることが添付文書に明記されている 58,62,63)．





 そこで本章では，腎機能低下時として慢性腎臓病（Chronic kidney disease; CKD）
モデルラットを用いて CdGの腎疾患時の体内動態解析を行った．   
 
第 2節 結果 
 
2-1. CKDモデルラットにおける CdGの静脈内投与時の体内動態 
 
 CKDモデルとして一般的に使用される 5/6腎摘出ラット 64,65)に CdGを静脈内投
与後の血漿中濃度推移は，健常ラットと比較してわずかに増加傾向が見られたが，
投与後 6時間には検出限界となった（Fig. 23A）．これに伴い，CKDモデルラット











Fig. 23. (A) Plasma concentration profile for CdG after intravenous administration in 
CKD model rats. (B) Relationship between plasma creatinine levels  and clearance for 
CdG. 
Dotted line in Fig. 23A represents the plasma concentration profiles of CdG (1 mg/kg) in 
normal rats. Each result represents the mean ± SD (n=8). 
 
Table 9. Pharmacokinetic parameters of CdG after intravenous administration at a dose  
of 1 mg/kg in normal and CKD model rats. 
 Normal CKD 
t1/2 (hr) 0.45  0.09 0.58  0.17 
MRT (hr) 0.49  0.06 0.73  0.17 
AUC (hr・ng/mL) 122.8  28.1 162.2  43.5 
CL (L/hr/kg) 8.48  2.21 6.56  1.7 
Each value represents the mean ± SD (n=5). 
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2-2. CKDモデルラットにおける CdGの経口投与時の体内動態 
 
2-2-1. 血漿中濃度推移  
 
 次に CKDモデルラットに CdGを経口投与した後の血漿中濃度推移を検討した．
静脈内投与の場合と同様に，CKDモデルラットでは健常時と比較して CdGの血漿
中濃度は顕著に増加した（Fig. 24）．またこれに伴い，体内動態パラメーターも健




Fig. 24. Plasma concentration profile for CdG after oral administration in CKD model 
rats. 
Dotted line represents the plasma concentration profiles of CdG (1 mg/kg) in normal rats. 
Each result represents the mean ± SD (n=3). 
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Table 10. Pharmacokinetic parameters of CdG after oral administration at a dose of 1 
mg/kg in normal and CKD model rats. 
 Normal CKD 
t1/2 (hr) 0.73  0.12 3.08  0.37** 
MRT (hr) 1.38  0.12 4.90  0.65** 
AUC (hr・ng/mL) 90.1  5.75 459.5  116.1** 
CL/F (L/hr/kg) 11.1  0.76 2.26  0.53** 
tmax (hr) 0.75  0.0 1.0  0.0 














Fig. 25. (A) The tissue distribution to liver and kidney of CdG at 3hr after oral 
administration at a dose of 1 mg/kg in normal (open bar) and CKD model rats (closed 
bar). (B) The tissue distribution to liver and kidney of CdG at 24hr after oral 
administration at a dose of 1 mg/kg in CKD model rats. 




 臓器中への蓄積はなかったものの，血漿中への CdG の滞留時間が延長したこと
から，排泄経路である尿中の CdG排泄量に変動があるか調べた．CKDモデルラッ
トに CdG 投与 24時間後までの尿中の CdG の累積量は投与量の約 37 %であり，健
常時と比較して有意な差はなかった（Fig. 26）．  
 
 
Fig. 26. Cumulative excretory rate of CdG into urine until 24 hr after oral administration 
at a dose of 1 mg/kg in normal rats and CKD model rats.  
Each value represents the mean ± SD (n=4).  
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下で CdG の体内動態特性を明らかにすることは，新規 HBV 治療薬を開発するに
あたって重要な基盤情報となる． 
 腎機能が低下した腎疾患モデルとして，5/6 腎摘出の CKD モデルラットを用い
て CdG の体内動態解析を行った． 初に，CKD モデルラットに CdG を静脈内投
与後の体内動態解析を行った結果， CdGの血中クリアランスは血漿中クレアチニ
ンレベルの上昇に伴い低下し，有意な相関関係を示し，腎機能の低下が CdG の血
中動態に影響することが示唆された（Fig. 23）．CKD モデルラットに CdG を経口
投与した場合も静脈内投与時と同様に CdG の血中滞留時間が延長し，健常ラット
の場合と比較すると体内動態パラメーターの変動も顕著だった（Table 10）．CKD
モデルラットでは tmaxの延長が見られたが，この要因として CKD 時の消化管の生
理的機能変化による吸収の遅延が考えられる 66)．CdG と類似構造を有する ETV は
腎分泌と再吸収に OCTN が関与しており，血流から近位尿細管細胞への取り込み
に OAT など，近位尿細管細胞から腎への流出に MATE などが寄与することから
51)，これら複数のトランスポーターは ETV の腎動態に影響する．これらのトラン
スポーターと CdG との関与は不明であるが，トランスポーターを介した腎への取
り込みや腎排泄の減少は CKD モデルラットにおいて CdG の血中滞留に寄与する
可能性がある． 
CKD モデルラットでは腎機能の低下により血中への CdG の滞留時間が延長し
たため，臓器内に CdG が蓄積する可能性が懸念される．CKDモデルラットへの経
口投与 3 時間後の腎臓中の CdG 濃度は健常時と比較して有意な差はなかったが，







臓器中の CdG 濃度は投与 3時間後から減少しており，腎機能低下時において CdG
が臓器内に蓄積する可能性は低いと考えられる（Fig. 25B）．  
 後に，CKDモデルラットにおいて CdG が血中循環に蓄積する可能性もある
ことから，CdG の排泄経路である尿中への CdGの排泄を検討した．CKDモデルラ
ットに CdG を経口投与 24 時間後の CdG の未変化体の尿中累積量は投与量の約
37 %であり，健常時と比較して有意差はなかった（Fig. 26）．また，血中の CdGレ
ベルは CdG 投与 24 時間後において検出限界以下であり，CKD モデルラットにお
いて血液循環への有意な蓄積はないことが示唆された．  
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第 4節 小括 
 
 本章では，腎機能の低下が CdG の体内動態に及ぼす影響を調べるため，腎疾患
モデルとして CKDモデルラットを用いて CdGの体内動態解析を行った．  










3. CdG の経口投与 3 時間後の腎臓の CdG 濃度は，健常時と同等であり腎臓への




4. CdG 投与 24 時間後の尿中への CdG 未変化体の累積排泄量は健常時と有意な
差はなく，血中の CdG レベルも検出限界以下であり，臓器中の CdG 濃度も投
与 3 時間後より減少していたことから，CKD モデルラットにおいて体内への
CdGの蓄積性はないことが示された．  
 
 以上，5/6腎摘出による CKDモデルラットを用いた腎障害時の CdGの体内動態
解析の結果，腎機能の低下は CdG の血中滞留時間を延長させるため，腎機能の状
態に応じて投与量の調整が必要になる可能性が示された．一方で，腎機能低下によ
る体内への CdGの蓄積性は低いと考えられる．  
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第 6章 総括 
 
  本研究では，HBV に対して高い抗ウイルス活性を示した 4′-C-cyano-2′-
deoxynucleosides である CdI 及び CdG について体内動態解析を行った．特に，in 
vitroで野生型 HBVや ETV耐性 HBVに対して高い抗 HBV効果を示すだけでなく，
ETV 耐性 HBV 株を感染させたヒト肝キメラマウスにおいても優れた抗 HBV 効果
を発揮した CdGの動態特性は詳細に評価した 25)．まず，第 2 章において CdIの測
定法の確立及び健常ラットにおける体内動態解析を行った．続いて，第 3 章では
CdG の測定法の検討及び健常ラットにおける体内動態解析を行い，第 4 章で肝疾
患時における体内動態解析を行うために Con A 誘発 VLI モデルラットを用いて
CdGの体内動態解析を行った．さらに，第 5 章では CdGの排泄を担う腎臓が障害
を受けた場合の体内動態に対する影響を検討するため，CKD モデルラットにおけ
る CdGの体内動態解析を行った．  
 以下に得られた知見を総括する．  
 
1. 4′-C-cyano-2′-deoxyinosine（CdI）の健常ラットにおける体内動態解析（第 2章） 
 
 生体サンプル中の CdI を測定するために， 適な LC/MS 条件及び Oasis® MCX
を用いた SPE 法により生体サンプルから CdI を抽出する前処理法を確立した．こ
の条件を用いて，健常ラットにおける CdIの体内動態解析を行った結果，CdIは血
中滞留性及びバイオアベイラビリティは比較的良好であることが示された．また，
CdI は血中においてアルブミンや AGP とほとんど結合せず，タンパク結合は CdI
の分布特性に影響を与えないことが示唆された．吸収された CdI は腎臓より肝臓
に多く分布し，肝 CYP による代謝を受ける可能性は低いことが示された．CdI 投
与 9時間後から 72時間後まで CdIの尿中累積排泄量は増加し，その後も CdIは未












結果，Oasis® MCX を用いた SPE法により生体サンプルから CdG を抽出すること
が可能であり，CdIと同じ LC/MS条件によって CdGを感度よく測定することがで











 肝臓の病変が CdG の体内動態特性へ与える影響を検討するため，VLI の研究に
おいてモデルとして汎用されている Con A誘発肝障害モデルラットを用いて CdG








た．また，CdG の経口投与 3 時間後の肝臓及び腎臓への分布は，Con A 誘発 VLI
モデルラットにおいても健常時と同様に肝臓に多く分布したが，健常時と比較し
て吸収された CdG量が減少したため，それぞれの CdG の分布量は減少したと推測
された．以上の結果より，Con A 誘発 VLI モデルラットにおける経口投与時の体
内動態の変動は，肝臓の障害が直接的要因ではないと考えられ，HBV 感染時によ
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の腎臓中の CdG濃度は健常時と同等であったが，肝臓中の CdG 濃度は健常時と比
較して減少していた．投与 24 時間後の腎臓及び肝臓中の CdG 濃度は投与 3 時間
後より減少していたことから，臓器への蓄積性は示されなかった．さらに，CdG経













本研究で得られた知見は，CdI 及び CdG について体内動態特性を明らかにした
ものであり，類似の構造を有する 4′-C-cyano-2′-deoxynucleosides の新規 HBV 治療






 CdI 及び CdG は既報により作製され 24)，国立国際医療研究センターより恵与さ
れたものを用いた．ETV は東京化成工業株式会社より購入した．LC/MSのカラム
及び固相抽出に用いた固相カラムは Waters より購入した．LC/MS に用いた溶媒





 雄性 SDラット（7 週齢）は九動より購入し，12時間の明暗サイクル，自由な
飲食可能な条件下で予備飼育後，実験に用いた（第 2，3 章）．雄性 SD ラット（7
週齢）は SLCより購入し，12時間の明暗サイクル，自由な飲食可能な条件下で予
備飼育後，実験に用いた（第 4 章）．5/6 腎臓摘出の外科的手術を施した（腎臓摘







 動物を用いた実験データはすべて平均値  ± 標準偏差で示し，in vitro の実験デー








LC/MSは，TOF-MSシステム（Xevo®G2-STof，Waters）を備えた Waters ACQUITY 
UPLCシステムで実施した． CdIの LC 分離は，ACQUITY UPLC BEH Phenyl カラ




・Injection volume：5 µL  
・Column：ACQUITY UPLC BEH Phenyl (1.7 µm, 2.1 x 100 mm) 
・Column temperature：40 ℃ 
・Flow rate：0.4 mL/min 
・Mobile phase：(A) aqueous solution of 0.1 % formic acid and (B) 100 % methanol  
・Elution gradient：0 min 95 % A; 1 min 5 % A; 3 min 5 % A; 5 min 5 % A; 5.1 min 95 %; 




・Capillary voltage：3 kV 
・Cone voltage：10 V 
・Source temperature：120 ℃ 
・Desolvation gas temperature：400 ℃ 





CdIの stock solutionを 1 mg/mL in waterで作製し，ラット血漿を用いて 500 ng/mL
に調整した．Acetonitrile 及び Methanol をサンプルボリュームの 4倍量加え，ボル
テックス後静置し（4 ℃，30 min），遠心分離した（4℃，1,700 g，15 min）．上清を





Oasis® MCX（30 µm, 10 mg/ 96 well plate, Waters）を用いて固相抽出を行った． 
Oasis® MCX を 100 % methanol（1 mL）及び 100 % water（1 mL）の順でコンディシ
ョニングした．コンディショニング後，サンプルを Oasis® MCX にロードし，2 % 
formic acid（1 mL）及び 5 % methanol（1 mL）でそれぞれ洗浄した． 後に 15 % 




検量線（15.625，31.25，62.5，125，250及び 500 ng/mL）はラット血漿に CdIの
stock solution（1 mg/mL）をスパイクすることで作製した．定量用のサンプル（20，





 体内動態実験前日に SD ラットの大腿静脈にイソフルラン麻酔下でポリエチレ
ンカテーテル（PE-50，Becton Dickinson and Company）を採血用にカニュレーショ
ン後，背面に留置した．生理食塩水に用時溶解した CdI（0.67 mg/mL）を 1 mg/kg
（1.5 mL/kg）の用量で尾静脈内投与した．経口投与時は，投与前 12 時間を絶食と
し，無麻酔下で 1 mg/kg（1.5 mL/kg）の用量でゾンデを使用し投与した．  
 
4-2 採血及びその他のサンプル回収  
 CdI投与後，経時的（i.v.; 3，15，30 min，1，3，6及び 9 hr，p.o.; 15，45，90 min，
3，4.5，6及び 9 hr）に大腿静脈に挿入したカテーテルから採血（0.25 mL）した．
得られた血液を遠心分離（4℃，3,000 g，10 min）し，血漿サンプルを回収した．





4-3 生体サンプルの前処理  
 肝臓及び腎臓はそれぞれ 500 mgに水（1 mL）を加えホモジネートし静置後（4 ℃，
1hr），超遠心（4 ℃，100,000 g，1 hr）し，採取した上清を臓器サンプルとした．
尿は遠心（4 ℃，10,000 g，10 min）後の上清をさらに遠心（4 ℃，3,000 g，10 min）
し，尿サンプルとした．血漿，臓器は Oasis® MCX（30 µm, 10 mg/ 96 well plate, 
Waters），尿サンプルは Oasis® MCX（30 µm, 30 mg/ 96 well plate, Waters）を用い，
「2-2 固相抽出法」に従い処理した．  
 
5. タンパク結合実験  
 タンパク結合実験は，既報に従い実施した 70)．ヒト血漿，600 μM ヒト血清アル
ブミンおよび 45 μM AGP に CdIを 500 ng/mL になるように調製し，Ultracel®-30を
遠心フィルターユニットとして備えた Amicon® Ultra-0.5 mL（Merck Millipore 
Company）に充填した．500 μLのサンプルを 14,000 gで 10分間遠心分離し，ろ過
されたフリーの CdI 濃度を LC/MS によって測定し，結合率をそれぞれ算出した． 
 
6. in vitro における代謝実験  
 Pfeiffer らの方法に準じて検討した 71)．具体的には，0.5 mLの反応系として，0.1 
M potassium phosphate buffer（pH 7.4），NADPH regenerating system（10 mM MgCl2，
1 mM NADP+ ， 10 mM glucose-6-phosphate ， 10 units/mL glucose-6-phosphate 
dehydrogenase）及び 0.2 mg/mL microsomal protein を 37 ℃で 5分間プレインキュベ
ーションした後，CdI（10 µg/mL）を添加して代謝反応を開始した． 37 ℃で 60分




7. CdI及び ETV 併用投与時の体内動態実験  
 「4. CdI の体内動態実験」に準じて実験動物，CdI 及び ETV 溶液を準備した． 
カニュレーションした SDラットに ETVのみの経口投与（1 mg/kg）または CdIと
ETV を同時に経口投与（1 mg/kg）し，経時的に採血した（15，45，90 min，3，6
及び 9 hr）．得られた血液を遠心（4 ℃，3,000 g，10 min）し，血漿サンプルとし
た．血漿サンプルは「2-2 固相抽出法」に従い処理し，LC/MSで測定した．ETV
も同様の処理方法で前処理し，ETV 濃度は CdI の測定に使用した条件と同じ条件
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 LC/MSは，TOF-MSシステム（Xevo®G2-STof，Waters）を備えたWaters ACQUITY 
UPLC システムで実施した． CdG の LC 分離は，ACQUITY UPLC BEH Phenyl カ




・Injection volume：5 µL  
・Column：ACQUITY UPLC BEH Phenyl (1.7 µm, 2.1 x 100 mm) 
・Column temperature：40 ℃ 
・Flow rate：0.4 mL/min 
・Mobile phase：(A) aqueous solution of 0.1 % formic acid and (B) 100 % methanol  
・Elution gradient：0 min 95 % A; 1 min 5 % A; 3 min 5 % A; 5 min 5 % A; 5.1 min 95 %; 




・Capillary voltage：3 kV 
・Cone voltage：10 V 
・Source temperature：120 ℃ 
・Desolvation gas temperature：400 ℃ 





CdGの stock solution を 100 µg/mL in water で作製し，ラット血漿に 1 µg/ mL に
なるように調製した．Acetonitrile 及び Methanol をサンプルボリュームの 4 倍量加
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え，ボルテックス後静置し（4 ℃，30 min），遠心分離した（4 ℃，1,700 g，15 min）．




 Oasis® MCX（30 µm, 10 mg/ 96 well plate, Waters）を用いて固相抽出を行った． 
Oasis® MCX を 100 % methanol（1 mL）及び 100 % water（1 mL）の順でコンディシ
ョニングした．コンディショニング後，サンプルを Oasis® MCX にロードし，2 % 
formic acid（1 mL）及び 5 % methanol（1 mL）でそれぞれ洗浄した． 後に 15 % 





用いて，CdG の stock solution を希釈することで作製した．日内及び日間変動の精
度と真度を評価するために，定量用のサンプル（20，200及び 800 ng/mL）を作製
し，日内変動のバリデーションは 1 つの濃度につき 5 サンプル，日間変動のバリ




 体内動態実験前日に SD ラットの大腿静脈にイソフルラン麻酔下でポリエチレ
ンカテーテル（PE-50，Becton Dickinson and Company）を採血用にカニュレーショ
ン後，背面に留置した．生理食塩水に用時溶解した CdG（0.33 mg/mL）を 1 mg/kg
（3 mL/kg）の用量で尾静脈内投与した．経口投与時は，投与前 12 時間を絶食と
し，無麻酔下で 1 mg/kg（3 mL/kg）の用量でゾンデを使用し投与した．  
 
4-2 採血及びその他のサンプル回収  
 CdG投与後，経時的（i.v.; 3，15，30 min，1，3，6及び 9 hr，p.o.; 15，45，90 
min，3，4.5，6及び 9hr）に大腿静脈に挿入したカテーテルから採血（0.25 mL）し
た．得られた血液を遠心分離（4 ℃，3,000 g，10 min）し，血漿サンプルを回収し




4-3 生体サンプルの前処理  
 肝臓及び腎臓はそれぞれ 500 mgに水（1 mL）を加えホモジネートし静置後（4 ℃，
1 hr），超遠心（4 ℃，100,000 g，1 hr）し，採取した上清を臓器サンプルとした．
尿は遠心（4 ℃，10,000 g，10 min）後の上清をさらに遠心（4 ℃，3,000 g，10 min）
し，尿サンプルとした．血漿，臓器は Oasis® MCX（30 µm, 10 mg/ 96 well plate, 
Waters），尿サンプルは Oasis® MCX（30 µm, 30 mg/ 96 well plate, Waters）を用い，
「2-2 固相抽出法」に従い処理した．  
 
5. タンパク結合実験  
 ヒト血漿，600 μM ヒト血清アルブミンおよび 45 μM AGPに CdGを 500 ng / mL
になるように調製し，Ultracel®-30 を遠心フィルターユニットとして備えた
Amicon® Ultra-0.5 mL（Merck Millipore Company）に充填した．500 μLのサンプル
を 14,000 gで 10 分間遠心分離し，ろ過されたフリーの CdG濃度を LC/MSによっ
て測定し，結合率をそれぞれ算出した．   
 
6. in vitro における代謝実験  
 0.5 mL の反応系として，0.1 M potassium phosphate buffer（pH 7.4），NADPH 
regenerating system（10 mM MgCl2，1 mM NADP+，10 mM glucose-6-phosphate，10 
units/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase）及び 0.2 mg/mL microsomal protein を
37 ℃で 5 分間プレインキュベーションした後，CdG（10 µg/mL）を添加して代謝
反応を開始した． 37 ℃で 60分インキュベーション後 SPE法を使用してインキュ
ベーションサンプルから CdGを「2-2 固相抽出法」に従い処理し，LC/MSで CdG
濃度を測定することで残存率を算出した．   
 
7. CdG及び ETV併用投与時の体内動態実験 
 「4. CdG の体内動態実験」に準じて実験動物，CdG及び ETV溶液を準備した． 
カニュレーションした SDラットに ETVのみの経口投与（1 mg/kg）または CdGと
ETV を同時に経口投与（1 mg/kg）し，経時的に採血した（15，45，90 min，3，6








1. Con A誘発 VLIモデルラットの作製  
 Con A 誘発 VLI モデルラットは Moriyama らの報告に準じて作製した 72)．
Concanavalin A（Wako）を 5 mg/mL で生理食塩水に用時溶解し，ラットに 20 mg/kg
（4 mL/kg）で尾静脈から単回投与した．コントロールラットには生理食塩水
（4mL/kg）を尾静脈内投与した．生理食塩水または Con A投与の前後の所定の時
間（0，3，6，9，12および 24 hr）に，イソフルラン麻酔下で尾静脈から約 0.25 mL
採血した．血液を遠心分離（4 ℃，3,000 g，10 min）し，上清を-80℃で保存した．
血漿中 AST 及び ALT 値の測定は，オリエンタル酵母工業株式会社に委託した．   
 
2. Con A誘発 VLIモデルラットにおける CdGの体内動態実験 
 Con A投与前に，SD ラットの大腿静脈にイソフルラン麻酔下でポリエチレンカ
テーテル（PE-50）を採血用にカニュレーション後，背面に留置した．Con Aの静
脈内投与 12時間後のラットに，CdG（1 mg/kg）をイソフルラン麻酔下で静脈内投
与した．また，Con A の静脈内投与後 12時間絶食させたラットに，CdG (1 mg/kg) 
をゾンデを用いて経口投与した．CdG 投与後，経時的（i.v.; 3，15，30，45 min，1，
1.5および 3 hr，p.o.; 5，15，30，45 min，1，1.5および 3 hr）に留置したカテーテル
から採血（0.25 mL）した．得られた血液を遠心分離（4 ℃，3,000 g，10 min）し，
血漿サンプルとした． 終採血終了後，安楽死させ肝臓及び腎臓を採取し，-80 ℃
で保存した．血漿及び臓器中の CdG 濃度は第 3章に関する実験-4 に準じて測定し
た． 
 
3. 絶食後における胃内の残留食物量の秤量  
 SDラットに生理食塩水（4 mL/kg）及び Con A を 20 mg/kg（4 mL/kg）の用量で
尾静脈内に単回投与後 12時間を絶食させ，安楽死後胃を摘出し，胃内の残留食物






1. 腎機能マーカーの測定  
 体内動態実験前日に大腿静脈に挿入したカテーテルより採血後，遠心分離（4 ℃，
3,000 g，10 min）し血漿サンプルを得た．得られた血漿サンプルは-80 ℃で尿素窒
素及びクレアチニン値測定まで保存した．血漿中尿素窒素及びクレアチニン値の
測定は，オリエンタル酵母工業株式会社に委託した．CKD モデルラットの尿素窒
素及びクレアチニン値はそれぞれ 43.6  12.2 mg/dL，0.50  0.1 mg/dL であった
（n=15）． 
 
2. CKDモデルラットにおける CdG の静脈内投与後の体内動態  
 体内動態実験前日に SD ラットの大腿静脈にイソフルラン麻酔下でポリエチレ
ンカテーテル（PE-50）を採血用にカニュレーション後，背面に留置した．CKDモ
デルラットに CdG を 1 mg/kg の用量で尾静脈内投与後，大腿静脈よりカテーテル
を介して経時的（3，15，30，45 min，1，1.5および 3 hr）に採血を行った．3 時間
の採血終了後に安楽死させ，肝臓及び腎臓を採取した．得られた血液を遠心分離
（4 ℃，3,000 g，10 min）し，血漿サンプルとした．血漿及び臓器中の CdG濃度は
第 3章に関する実験-4 に準じて測定した．  
 
3. CKDモデルラットにおける CdG の経口投与後の体内動態  
 体内動態実験前日に SD ラットの大腿静脈にイソフルラン麻酔下でポリエチレ
ンカテーテル（PE-50）を採血用にカニュレーション後，背面に留置した．12時間
の絶食後，CKDモデルラットに CdG を 1 mg/kgの用量で経口投与後，大腿静脈よ
りカテーテルを介して経時的（15，30，45 min，1，1.5 および 3 hr）に採血を行っ
た． 終採血終了後に安楽死させ，肝臓及び腎臓を採取した．また，一部の個体は，
CdG を経口投与後に代謝ケージで飼育し，  24 時間後に尿サンプルを採取した．
CdG投与後 24時間の採尿後，安楽死させ血液，肝臓及び腎臓を採取した．得られ
た血液は遠心分離（4 ℃，3,000 g，10 min）し，血漿サンプルとした．血漿，臓器
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